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TERAPIA FOTODYNAMICZNA
A rtykuł stanowi przegląd podstaw  fizycznych terapii lbtodynam icznej now otw orów  
o raz  podstaw ow ych fotouczulaczy stosow anych w tej terapii.
R E A K C JE  FO T O SE N SY B IL IZ A C JI
Pojęcie „terap ia fotodynam iczna” (PDT -  ang. photodynamic therapy) 
wprowadził von Tappeiner, który zastosował zjawisko fotosensybilizacji do 
leczenia nowotworów skóry. Używał on 5% barw nika eozynowego, którym  
kilkakrotnie w ciągu dwóch miesięcy sm arow ał zaatakow ane m iejsca i wy­
stawiał na działanie prom ieniowania słonecznego lub naświetlał lam pam i. 
Rezultatem  była regresja now otw oru [1]. Później okazało się, że zarów no 
barwnik eozynowy, jak  i oranż akrydynowy są związkami toksycznymi 
i rakotw órczym i i nie używano już ich więcej w PD T.
Fotosensybilizacją (światłouwrażliwieniem) nazywamy zdolność pochłaniania 
energii prom ieniow ania świetlnego i przekazywania jej innym substancjom  
biorącym  udział w reakcji świetlnej. Fotouczulacz, znajdujący się w stanie 
podstaw ow ym , służy jako  chrom ofor. W wyniku absorpcji światła sen- 
sybilizator ulega wzbudzeniu do wyższego poziom u energetycznego. W zbu­
dzona cząsteczka fotosensybilizatora może reagować bezpośrednio z substratem 
lub z innymi cząsteczkami (najczęściej z tlenem), znajdującym i się w m ie­
szaninie reakcyjnej, dając produkty mogące ponownie reagować z substratam i. 
T ak  więc proces fotosensybilizacji inicjowany jest przez światło, lecz dalsze 
etapy reakcji zachodzą już w ciemności.
N ieaktyw na cząsteczka fotouczulaćza znajduje się w stanie singletowym, 
°S, w którym  nie posiada niesparowanych spinów elektronowych. A bsorpcja 
fotonów  (hv) powoduje przejście elektronu na wyższy orbital m olekularny 
bez zmiany jego spinu. Pierwszy stan wzbudzony jest również stanem  
singletowym, 1S. Jednak niewiele reakcji fotosensybilizacji przebiega za
pośrednictwem  tego stanu z pow odu jego krótkiego czasu życia (1-100 ns). 
W zbudzony stan singletowy m oże przechodzić do stanu podstawowego 
em itując ciepło lub kwant światła (fluorescencja). W przypadku efektywnego 
fotosensybilizatora zachodzi szybka inwersja spinu wysokoenergetycznego 
elektronu, czego efektem jest m etastały stan trypletowy, 3S, który posiada 
dw a niesparow ane elektrony i dłuższy czas życia (1-1000 /is). Podczas 
swojego życia wzbudzony sensybilizator w stanie trypletowym może doznawać 
wielu zderzeń z innymi cząsteczkami i w rezultacie pośredniczyć w reakcjach 
fotosensybilizacji. Procesy te m ożna przedstawić następująco:
(hv)
°S —» *S —*■ 3S —> reakcje fotosensybilizacji.
Reakcje fotodynamiczne
W większości reakcji fotosensybilizacji fotouczulacz w stanie trypletowym  
w raca ostatecznie do stanu podstawowego i może absorbow ać kolejny 
foton. W kilku przypadkach sensybilizator jest zużywany stechiom etrycznie 
w reakcji. Wiele reakcji fotosensybilizacji przebiega z udziałem  tlenu, 
nazywane są wtedy fotodynam icznymi. Reakcje z tlenem m ogą przebiegać 
dw om a drogam i; mówimy wtedy o reakcjach typu I i typu II.
Reakcje typu I
W reakcjach tego typu wzbudzony sensybilizator znajdujący się w stanie 
trypletowym  reaguje na  początku z cząsteczkami ze swojego bezpośredniego 
sąsiedztwa poprzez transfer elektronów  lub protonów . W rezultacie powstaje 
sem izredukow any sensybilizator, S -  lub SH' i sem iutleniony substrat. Te 
wolne rodniki są reaktywne chemicznie. W większości przypadków powstający 
wolnorodnikowy substrat reaguje z tlenem, dając utlenione p rodukty  różnego 
typu (np. nadtlenki), k tóre później m ogą reagować inicjując w olnorodnikow y 
proces autooksydacji. Semizredukowany sensybilizator może reagować z tlenem 
w stanie podstawowym, 30 2. W raca wtedy do stanu podstawowego i generuje 
anionorodnik  ponadtlenkowy:
S " +  3O 2 ^ 0S +  O 2",
który  wtórnie m oże reagować z biom olekułam i lub ulegać dysm utacji, dając 
H 20 2. Dalsze reakcje katalizowane są przez enzym, dysmutazę ponadtlenkową 
(SOD). A nionorodnik  ponadtlenkow y m oże również pow stawać, choć jest 
to  reakcja m ało wydajna, w wyniku transferu elektronu ze wzbudzonego 
sensybilizatora, znajdującego się w stanie trypletowym , na tlen:
3S +  30 2 —► S + +  0 2
Powstający semiutleniony sensybilizator może reagować ze zredukowanym  
substratem , dając sensybilizator w stanie podstawowym  i sem iutleniony 
substrat, mogący uczestniczyć w dalszych reakcjach.
Reakcje typu I przeważają przy wysokim stężeniu substratu  i niskim 
stężeniu tlenu, ponieważ tlen współzawodniczy z substratem  o sensybilizator. 
Rów nież pow stanie połączonych niekowalencyjnic kom pleksów  substra t
-  sensybilizator przed naświetleniem podnosi prawdopodobieństwo zachodzenia 
reakcji typu I.
Reakcje typu II
W reakcjach tych uczestniczy sensybilizator znajdujący się w stanie 
trypletowym , który  wchodzi, poprzez transfer energii, w interakcję z tlenem 
znajdującym  się w stanic podstawowym. Sensybilizator pow raca wtedy 
do  stanu podstawowego, zaś tlen przechodzi do wzbudzonego stanu sin- 
gletowego, 'O j:
3s  +  2o2 —  °s  +  1o 2.
Ponieważ oba składniki, sensybilizator i tlen w stanie podstaw ow ym , są 
trypletam i, ich interakcja nie wymaga zmiany spinu elektronu i przez to 
jest skuteczna. Tlen może istnieć w dwóch wzbudzonych stanach singletowych; 
fo rm a dłużej żyjąca, 1Afl z nadw yżką energii 23 kcal/m ol jest fo rm ą 
podstaw ow ą, biorącą udział w reakcjach fotodynam icznych. Jego czas życia 
w wodzie wynosi 4 //s. Jednakże w obecności cząsteczek biologicznych, 
z którym i m oże reagować, czas ten znacznie się skraca. Reakcja tlenu 
singletowego z kom ponentam i organicznymi nie jest już spinowo zabroniona, 
jak  m a to  miejsce w przypadku tlenu w stanie podstaw ow ym . Co więcej, 
tlen singletowy jest bardziej elektrofilowy niż 30 2 i może reagować szybciej 
z bogatym i w elektrony wieloma biom olekułam i, dając utlenione pochodne. 
M ożliwe są następujące reakcje:
1) addycja * 0 2 do  węglowodorów etylenowych z allelicznymi atom am i 
w odoru (tak jak  np. nienasycone kwasy tłuszczowe i cholesterol), czego 
efektem są hydroksynadtlenki;
2) addycja * 0 2 do  systemu dienów w związkach heterocyklicznych (jak 
np. histydyna), co daje endonadtlenki;
3) reakcja ł 0 2 z organicznymi siarczanami (np. m etionina) i powstawanie 
sulfotlenków.
Anaerobowe reakcje fotosensybilizacji
Istnieją związki, k tóre indukują przekształcanie biom olekuł na skutek 
reakcji fotosensybilizacji pod nieobecność tlenu. Najważniejszą grupą takich
sensybilizatorów są psoraleny, atakujące kwasy nukleinowe. Innymi związkami 
są ketony, jak  np. aceton, którego wzbudzenie do stanu trypletowego m ożna 
generować światłem w zakresie 300-360 nm. W ciemności ketony m ogą być 
przekształcane do stanu trypletowego za pośrednictwem pewnych enzymów na 
drodze reakcji oksydacji lub w wyniku dekompozycji nadtlenków lipidowych. 
Energia stanów trypletowych wielu ketonów  jest wyższa niż energia wiązań 
pomiędzy zasadami DNA; w rezultacie może następować jego uszkodzenie (np. 
na skutek formowania pirymidynowych dimerów o strukturze cyklobutanu) [2],
Fotosensybili zatory
W 1913 roku  zaobserw ow ano selektywne grom adzenie w tkankach  
nowotworow ych porfiryn, w tym pochodnych hem atoporfirynow ych (H PD
-  haematoporphyrin derivative) i zaczęto ich używać jako  sensybilizatorów 
[3]. H P D  jest m ieszaniną zaw ierającą hem atoporfiryny i p roduk ty  ich 
dehydratacji oraz dimery i wyższe oligomery porfiryn połączone wiązaniami 
estrowymi. Oprócz H PD  wymienić należy Fotofrin  II, fotosan oraz proto- 
porfirynę IX. F otofrin  II i fotosan są oczyszczonymi preparatam i aktywnej 
frakcji H PD ; preparaty komercyjne (85% czystości) zawierają protoporfirynę 
IX  (PP), hydroksyetylo-winylo-deutero-porfirynę IX  (IIV D ) i zanieczyszczenia 
w postaci wysoce zagregowanych kom ponentów  [4, 5]. Badania wskazują, 
że fotosensybilizacja za pośrednictwem  porfiryn zachodzi według reakcji 
typu II (generowany jest tlen singletowy) [6, 7], Niestety, główne pasm o 
absorpcji H PD  przypada na długość fali ok. 400 nm (rys. 1). Światło 
czerwone (630 nm), używane w fototerapii z pow odu wzrastającej przenikal- 
ności tkanek wraz ze wzrostem długości fali, jest przez nie słabo pochłaniane. 
P onad to  skóra pacjenta staje się bardzo wrażliwa na światło (na skutek 
powolnego uw alniania H P D ) [2],
Rozpoczęto poszukiwania alternatyw nych sensybilizatorów w foto terapii 
nowotworów. Zwrócono wtedy uwagę na ftalocyjaniny (Pc), wcześniej stosowa­
ne jako katalizatory, barwniki i pigmenty [9]. Metaloftalocyjaniny są związkami 
porfirynopodobnymi, trwałymi i łatwymi do zsyntetyzowania. Silnie pochłaniają 
światło czerwone z zakresu 600-700 nm; dla X = 680 nm e ~  2 x 105 m 2 mol - 1 
(H PD : £ =  1200, 1 = 624 nm). Używając ftalocyjanin uzyskano dodatkow e 
przesunięcie ku czerwieni, umożliwiające lepszą penetrację tkanek: o 20%  
głębiej dla skóry i 50% dla tkanki mózgowej dorosłego człowieka. N a 
przykład: po naświetleniu tkanek prom ieniowaniem  o długości fali 630 nm 
światło dociera na głębokość od 1 do 3 mm. Jeżeli jednak użyjemy światła 
z zakresu 700-850 nm, to  wniknie ono na głębokość 6 m m  [10] (rys. 2).
Długość fali (nm)
Rys. 1. Przykładow e widm o absorpcyjne porfiryn [8]
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Rys. 2. T ransm isja optyczna skóry n a  głębokości (a) 0,05 mm 
i (b) 2,0 m m  [11]
Fotosensybilizacja przy udziale Pc jest procesem  fotodynam icznym , 
w którym  niezbędna jest obecność tlenu m olekularnego, lecz w zależności 
od polarności środow iska reakcje typu I i II m ogą zachodzić równocześnie, 
zaś w przypadku pochodnych aluminiowych i cynkowych m am y do czynienia 
tylko z reakcjam i typu I [12].
Stw ierdzono, że atom  centralny jest krytyczny dla właściwości foto- 
dynam icznych ftalocyjanin. Pc zawierające m etale charak teryzujące się 
właściwościami diamagnetycznymi, takie jak  aluminium lub cynk, są aktywne 
fotobiologicznie. Brak takiej aktywności obserwuje się w przypadku metali 
param agnetycznych, jak  żelazo, kobalt, nikiel. Podstawniki lokujące się przy 
peryferycznych pierścieniach benzenowych wpływają na rozpuszczalność 
ftalocyjanin [13]. Zmienia się przez to powinowactwo barw nika do biomolekuł 
występujących w komórce. Lokalizacja barw nika w kom órce będzie decy­
dow ała o jego fototoksyczności.
Barwniki ftalocyjaninow e zaliczane są do fotosensybilizatorów  drugiej 
generacji. Oprócz nich należy wymienić: chlorofile i ich pochodne, takie 
jak: te tra  (m-hydroksyfenylo) chlorofil i jego analog -  bakteriochlorofil, 
m ono-L -aspartylo chlorofil e6 (NPe6) [14-16]; zm odyfikowane porfiryny, 
takie jak: sulfonowane tetrafenyloporfiryny (T P P S J [17, 18], te tra  (m - 
-hydroksyfenylo) porfiryny (m -TH PP), uroporfiryny [19], psoralen i jego 
pochodne, błękit metylenowy [16] i wiele innych.
O statnio w ykazano, że podaw anie kwasu 5-aminolewulinowego (5-ALA), 
prekursora w szlaku biosyntezy hemu, powoduje zwiększoną syntezę i g ro­
m adzenie porfiryn (w szczególności protoporfiryny IX ) w niektórych kom ór­
kach /tkankach  norm alnych i nowotworow ych, co pozwala, po naświetleniu, 
na zainicjowanie reakcji fotosensybilizacji [20-22]. Biosynteza hemu rozpoczyna 
się powstaniem kwasu 5-aminolewulinowego z glicyny i bursztynylo koenzymu 
A. O statnim  jej etapem  jest inkorporacja żelaza do  pro toporfiryny IX , co 
m a miejsce w m itochondriach.
K w as 5-aminolewulinowy zastosowali po raz pierwszy w 1990 r. K e n ­
n e d y  i wsp. A LA  może być stosowany miejscowo lub ustrojow o do 
leczenia now otworów  skóry i innych, jak  np. rak podstaw nokom órkow y 
skóry i rak  gruczołowy żołądkowo-jelitowy [23-25], Jest również skuteczny 
w diagnostyce now otworów  skóry, pęcherza, przewodu pokarm ow ego i płuc 
[26], A LA  jest związkiem hydrofitowym i niełatwo penetruje skórę i błony 
biologiczne. Jeżeli A LA  jest stosowany miejscowo w leczeniu now otw orów  
skóry, swoje działanie zawdzięcza zwiększonej przepuszczalności zmienionej 
tkanki. T rw ają badania nad lipofilnymi pochodnym i estrów kwasu 5-ALA, 
łatwiej i głębiej wnikających w tkanki. Pochodne tak ie  są co p raw da 
nieaktyw ne fotodynam icznie, lecz esterazy znajdujące się w kom órkach 
m ogą odcinać cząsteczkę kwasu od części estrowej [27],
N a rysunku 3 przedstaw iono wzory chemiczne niektórych fotouczulaczy.
Psoralen
AIPcSn
Trimer porfirynowy
m-THPCm-THPP
5-ALA PPIX
Rys. 3. W zory chemiczne niektórych fotosensybilizatorów
CH c h 3C H 2-C H 3
MBD
T rim er porfirynowy jest głównym aktywnym składnikiem Fotofrinu . R , 
i R 2 to  albo g rupa  hydroksyety low a [C H (O H )C H 3], a lb o  w inylow a 
(CH =  C H 2); Me -  to  grupa m etylow a (C H 3); PH -  grupa kwasu propio- 
nowego [(CH 2)2COOH];
A1PcS„ -  ftalocyjanina alum iniow a z n grupam i sulfonowymi; R jest 
podstaw iane przez grupę sulfonow ą (S 0 3) lub w odór (II);
m -T H P P , to  5,10,15,20-te tra (m -hydroksyfeny lo )porfina , m -T H P C
-  5,10,15,20-tetra(m-hydroksyfenylo) chlorofil;
M BD -  pochodna błękitu metylenowego (methylene blue derivative); 
5-ALA, to  kwas 5-aminolewulinowy; PPIX , to  protoporfiryna IX, Vi
-  g ru p a  w inylow a (CH  =  C H 2), PH -  g rupa kw asu p ropionow ego 
[(CH 2)2COOH],
Czynniki wpływające na fotoaktywność sensybilizatorów
Należy podkreślić, że stopień uszkodzenia zależy od lokalizacji barw nika 
w kom órce i przedziałach międzykomórkowych. M aksymalne działanie uzyski­
wane jest wtedy, gdy barwnik znajduje się możliwie blisko swojego celu. Jest to 
spowodowane niewielkimi odległościami, jakie m ogą przebyć aktywne produkty 
fotow zbudzenia podczas swojego czasu życia (mniej niż 0,1 fim  w m ateriale 
biologicznym) [6, 28]. Lokalizacja barw nika w kom óce jest uzależniona od 
wielu czynników, włączając w to jego właściwości fizykochemiczne, charaktery­
stykę otaczającego go środowiska, nośnika, czasu inkubacji [29], Bardzo ważną 
właściwością sensybilizatorów jest ich rozpuszczalność.
W  przypadku porfiryn kluczowe znaczenie m ają boczne łańcuchy jako  
podstaw niki przy pierścieniu tetrapirolow ym  pow odujące, że związki te 
m ogą być cząsteczkami albo bardzo lipofilowymi, jak  np. PP i fotoaktyw ne 
wobec m olekuł o właściwościach hydrofobowych lub zasocjowanych z błoną, 
albo bardzo hydrofilowymi, jak  uroporfiryny, których działanie jest bardziej 
skuteczne wobec kom ponentów  rozpuszczalnych w wodzie z enzymami 
cytoplazm atycznym i włącznie [7, 29]. Ponieważ czas życia 0 2 CAg) w roz­
puszczalnikach organicznych i micelach (20-25 fis) jest znacznie dłuższy niż 
w wodzie (3-4 fis) [6, 30], fotouszkodzenia zachodzące za pośrednictwem  
tlenu singletowego będą większe, jeśli porfiryny i cząsteczki -  tarcze są 
zlokalizow ane w regionach hydrofobow ych [7]. W przypadku barw ników  
ftalocyjaninow ych zwiększenie ich hydrofilowości będzie się wiązało z przy­
łączeniem do pierścieni benzenowych reszt kwasu siarkowego.
R ozm iar uszkodzeń jest też silnie determ inow any przez stopień agregacji 
sensybilizatora; tylko form y m onom eryczne są aktywne fotodynam icznie. 
A gregaty wykazują niską wydajność form ow ania tlenu singletowego.
Dystrybucja fotoscnsybilizatorów w komórce
lO z, powstały na skutek wzbudzenia fotosensybilizatora przez światło, 
natychmiast wchodzi w reakcję z przypadkowymi biomolekułami znajdującymi 
się w jego bezpośrednim sąsiedztwie (są to najczęściej kom ponenty błonowe 
[31]), chociaż istnieją doniesienia o jego zdolności penetracji m em bran 
biologicznych [6], Stwierdzono jednak, że jeżeli J0 2 generowany jest na 
zew nątrz kom órki (jak m a to miejsce w przypadku uroporfiryn lub przy­
łączonych do białek hem atoporfiryn), to proces fotodestrukcji nie jest tak 
skuteczny jak  w przypadku * 0 2 generowanego wewnątrz kom órki. Co 
więcej, wydajność kwantow a dla procesu inaktywacji kom órek przez Fotofrin  
i inne lipofilne barwniki była 10-krotnie wyższa niż przez niektóre barwniki 
hydrofilowe [32]. Ponieważ wszystkie te sensybilizatory charakteryzują się 
podobną wydajnością tworzenia l0 2 [33], dane te wskazują na istotne 
znaczenie dystrybucji barw nika w komórce.
H em atoporfiryny i Fotofrin  zą związkami lipofilnymi i grom adzą się 
głównie w m itochondriach, retikulum  endoplazm atycznym , błonach plaz- 
m atycznych oraz, in vitro, w obszarze perijądrowym cytoplazmy. W niższych 
stężeniach m ogą również wnikać do lizosomów i jądra [34, 35]. Po naświetleniu 
stw ierdzono, że głównym miejscem ataku jest układ błonowy kom órki [35]. 
F ta locyjan iny  AlPcS„, badane za pom ocą m ikroskopii fluorescencyjnej, 
lokują się w kom órce w zależności od swojej polarności: bardziej polarne 
AIPcSj i A1PcS4 dają tylko punktow ą fluorescencję w cytoplazmie. Rozkład 
tych barw ników podobny jest do rozmieszczenia oranżu akrydynowego 
(AO) w tych samych kom órkach, co wskazuje, że lokalizują się one głównie 
w lizosomach. G dy badano mniej polarne AlPcSj i A1PcS2, otrzym ano 
bardziej zróżnicowany wzór subkom órkowej lokalizacji barw nika [36], co 
może być spowodowane ich amfipatycznymi właściwościami [37], Ftalocyjaniny 
te okazały się jednak bardziej skuteczne, niż A1PcS3 i A1PcS4, jeśli chodzi
0 fotodestrukcję kom órek. W skazuje to, że inaktywacja kom órek przez 
PD T  jest o wiele skuteczniejsza, jeżeli pow odow ana jest przez barwniki 
lokujące się w błonach, a nie w lizosomach. Stwierdzono też, że A1PcS2 są 
bardziej skuteczne w fotodestrukcji kom órki niż A lPcS1; m im o że barwniki 
m onosulfonow ane są bardziej hydrofobowe niż dw usulfonowane. Tłum aczy 
się to większą możliwością agregacji A lPcS^
W łaściwa tarcza ataku indukowanej przez ftalocyjaniny PD T nie jest 
jeszcze do końca znana, choć często obserwuje się uszkodzenia m itochondriów  
[37], Użycie transm isyjnego m ikroskopu elektronowego pozwoliło stwierdzić, 
że A1PcS2 i AlPcSi pow odują uszkodzenia układu błonowego kom órki, jak  
np. częściową utratę błony cytoplazmatycznej, pęcznienie m itochondriów
1 zniszczenie retikulum  endoplazm atycznego. Dzięki użyciu elektronow ego
m ikroskopu skaningowego stwierdzono w błonach plazm atycznych kom órek 
inkubow anych z A1PcS2 i A lPcS^ oprócz zniknięcia m ikrorzęsek, pojawienie 
się licznych dziur, przez które następował wyciek cytozolu i innych składników 
kom órkow ych do  środow iska zewnętrznego. M oże to  być spowodowane 
sieciowaniem białek błonowych [38]. A1PcS4 i A1PcS3 pow odują zaś po ­
wstawanie dużych „bąbli” na powierzchni błony kom órkowej, k tó ra  w końcu 
pęka. T ak więc AlPcSn w różny sposób działają na błonę kom órkow ą 
kom órki, lecz żadna z nich nie pow oduje uszkodzeń jądra.
Zarów no błony biologiczne, jak  i biocząsteczki m ogą być m odyfikow ane 
przez ftalocyjaniny. Fotosensybilizacja przez ftalocyjaniny cynkowe prowadzi 
do  utlenienia niektórych am inokwasów, takich jak: cysteina, histydyna, 
metionina, tryptofan i tyrozyna, jak  i również uszkodzeń niektórych enzymów, 
jak  np. lizozymu [39]. Innym  efektem jest pojawienie się w iązań krzyżowych 
pomiędzy białkami błonowymi. Ponadto w roztworach wodnych sulfonowane 
pochodne ftalocyjanin pow odują utlenianie cholesterolu do  pochodnych 5a- 
-hydroksynadtlenkow ych (5a-O O H ), będących specyficznym produktem  
reakcji z 10 2 [40]. A1PcS4 pow odują również peroksydację lipidów błon 
erytrocytarnych [41]. W szystkie chemiczne m odyfikacje m ogą prow adzić do 
zm iany przepuszczalności błony, zmniejszenia jej płynności, inhibicji bądź 
inaktywacji enzymów błonowych lub receptorów , a w konsekwencji -  do 
lizy kom órki. Pc m ogą również powodować niszczenie jąd ra  kom órkow ego, 
lecz nie w wyniku przyłączania się do chromatyny, lecz do błony jądrowej [42],
Lokalizacja sensybilizatorów w tkankach nowotworowych
Pomimo wielu lat intensywnych badań, mechanizm transportu  i lokalizacji 
sensybilizatorów w kom órkach tkanek  nowotworow ych nie został do końca 
poznany. G uzy now otw orow e zaw ierają, oprócz kom órek  zm ienionych 
nowotw orow o, własny układ naczyniowy (stanowiący ok. 10% tkanki) 
i tkankę śródm iąższową (zdrowe tkanki również zawierają śródm iąższ, lecz 
w guzach jest go zwykle znacznie więcej). D o kom órek now otw orow ych 
m ogą się dostać jedynie te cząsteczki, które są niesione przez krew. Układ 
naczyniowy powstaje na bazie układu gospodarza, lecz jego organizacja 
i tem po wzrostu, w zależności od rodzaju guza, m oże być zupełnie odm ienna. 
B adania morfologiczne naczyń nowotworow ych ludzi i zwierząt ujawniły 
występowanie szerokich połączeń, okienek i kanałów pomiędzy śródbłonkiem , 
powstałych na skutek braku ciągłości lub niewystępowania błony podstawnej 
śródbłonka. Ponadto  układ naczyniowy charakteryzuje się nierów nom iernym  
rozgałęzieniem i kom órki znajdujące się w głębszych w arstw ach guza nie 
m ają z nim kon tak tu  (kom órki rakowe z obszarów  pozbawionych krążenia
m ogą na pierwszy rzut oka okazać się m artwe, ale często ożywają z chwilą, 
gdy d o trą  do nich substancje odżywcze) [43, 44]. T aka budowa m orfologiczna 
m oże oznaczać, że przepuszczalność kom órek nowotworow ych jest inna niż 
tkanek prawidłowych; substancje dostarczane z zewnątrz (w tym również 
leki) m ają więc utrudniony dostęp do kom órek guza. T kanka śródm iąższowa 
składa się z różnych kom ponentów: m akrocząsteczek (glikozoam inoglikany, 
glikoproteiny, węglowodany, lipidy i woda), włókien (kolagen) i norm alnych 
kom órek gospodarza (fibroblasty, m akrofagi, m astocyty itp .) [45],
Stw ierdzono, że p i l  wielu kom órek nowotw orow ych jest niższe niż 
kom órek norm alnych [46, 47], G łów ną różnicą pomiędzy guzami litymi 
a otaczającymi je norm alnym i kom órkam i jest ich zapotrzebow anie na 
składniki odżywcze. Również ilość tlenu jest raczej niedostateczna. Spalanie 
glukozy zachodzi więc częściowo na drodze anaerobowej, w wyniku czego 
pow staje kwas mlekowy. N adm iar kwasu powstającego wewnątrz kom órki 
jest transportow any do środowiska zewnętrznego. pH  cytozolu kom órek 
now otw orow ych m oże się różnić nawet o połowę jednostki. Jest to  istotny 
czynnik przyczyniający się do obserwowanej preferencyjnej akum ulacji 
fotouczulaczy w nowotw orach. Znajdując się już wewnątrz kom órki, w p il  
ok. 6,9, obojętny do tej pory sensybilizator zyskuje jeden bądź dwa ładunki; 
z takim  „bagażem ” nie może już przejść przez błonę.
C oraz większa liczba danych wskazuje na to, że na  zdolność przenikania 
do kom órek nowotworowych m ają wpływ chemiczne właściwości cząsteczki 
transportow anej, a w szczególności zdolność przyłączania się do białek 
osocza [48,49]. Sugeruje się, że barwniki hydrofilowe transportow ane są 
głównie przez albuminy i globuliny i lokują się w zrębie naczyń krwionośnych 
guza. Bardziej hydrofobow e barwniki przyłączają się do lipoprotein i w ten 
sposób wnikają do kom órek nowotworowych [50]. Stw ierdzono, że ilość 
barw nika w kom órkach zwiększa się, jeżeli był on wcześniej inkubow any 
z L D L  lub liposom am i. Spośród barw ników  w nikających do  w nętrza 
kom órki należy wymienić A lPcS1; A1PcS2, Fotofrin , m -IH P C  i m -TH PP. 
Największe stężenia obserwowano po 24 godz. od iniekcji. Sposób rozmiesz­
czenia w kom órce jest uzależniony od ilości podanego barw nika i od 
rodzaju guza [51]. Tabela 1 przedstawia lokalizację fotouczulaczy w kom órkach
i tkankach  nowotworowych.
Biorąc pod uwagę dane dotyczące lokalizacji fotosensybilizatorów w guzie 
now otw orow ym  i m iejsca akcji fotodynam icznej, zaproponow ano  dw a 
m echanizm y destrukcji nowotworów przez P D I:  1) pośredni, gdzie wynikiem
M E C H A N IZ M Y  N IS Z C Z E N IA  N O W O T W O R Ó W
zniszczenia układu naczyniowego now otw oru (śródbłonka lub innych kom ­
ponentów  ściany naczynia) jest h ipoksja1 (i/lub anoksja2), co w efekcie 
prow adzi do  śmierci kom órek  now otw orow ych; 2) bezpośredni, kiedy 
kom órki now otworow e są niszczone na skutek bezpośredniej akcji foto- 
dynamicznej (uszkodzenia m itochondriów  lub kom órkow ego systemu bło­
nowego). Mechanizm destrukcji komórki jest uzależniony od takich czynników, 
jak: właściwości chemiczne barw nika (hydrofilowość, k tó ra  determ inuje 
sposób transportu  i rozmieszczenie w kom órce), stężenie tlenu w tkance 
oraz czas od zaaplikow ania do wzbudzenia barw nika przez światło [52, 53],
Pośredni mechanizm fotodestrukcji
Początkowo uważano, że terapia fotodynamiczna nowotworów zawdzięcza 
swoją efektywność selektywnej lokalizacji barw nika w kom órkach now o­
tworowych i bezpośredniem u ich niszczeniu przez 10 2 powstający na skutek 
fotoaktywacji sensybilizatora. Jednak ostatnie prace sugerują, że w większości 
przypadków  uszkodzenie kom órek now otworow ych jest pow odow ane nisz­
czeniem układu naczyniowego guza, co indukuje hipoksję/anoksję kom órek, 
a w końcu -  nekrozę [54]. Reakcja ta  zachodzi wtedy, gdy naświetlanie 
tk an ek  prow adzi się k ró tk o  po podaniu  barw nika i pow oduje zwęże­
nie/rozszerzenie naczyń krwionośnych, agregację erytrocytów  i płytek krwi, 
wreszcie zatrzym anie krążenia [55], D odatkow o PD T  m oże indukow ać 
odpowiedź im munologiczną, co objawia się powstawaniem  endogennych 
wazoaktywnych mediatorów . N a skutek uszkodzenia kom órek endotelialnych 
uwalniane są czynniki krzepnięcia krwi [56, 57], jak  na przykład czynnik 
von W illebranda (vW F), k tóry  pośredniczy w adhezji płytek do  ścian 
naczyń [58], zakrzepicy [59] i uszkodzeniach naczyń krw ionośnych [60]. 
Uszkodzenia błon lipidowych prow adzą do aktywacji fosfolipazy A 2 k a ta ­
lizującej uwalnianie kwasu arachidonowego z fosfolipidów błonowych [61]. 
N a skutek działania cyklooksygenazy na kwas arachidonowy m ogą powstawać 
prostaglandyny, zaś z endoperoksynadtlenków  prostaglandyn -  rozszerzające 
naczynia trom boksany A 2 [62], PD T powoduje degranulację m astocytów
1 uwalnianie m ediatorów  takich jak  histam ina, prostaglandyna D 2 i czynnik 
aktywujący płytki krwi [63], co zachodzi w dwóch fazach: wczesnej (do
2 godz.) i późnej (od 2 do 24 godz.). Opisane zm iany obserwuje się 
zarów no dla fotouczulaczy o właściwościach hydrofilowych (A1PcS4) jak  
i hydrofobow ych (Fotofrin , m -TH PC  i m -TH PP).
1 N ieznaczne niedotlenienie tkanek.
1 N iedobór tlenu w tkankach uniem ożliwiający procesy życiowe kom órek.
M echanizm y prowadzące do opisanych zmian patofizjologicznych nie są 
do końca znane. A utorzy w swych doniesieniach są jednak zgodni, że 
początkow e zm iany zachodzą głównie w obrębie śródb łonka [19, 55], 
S tw ierdzono na  przykład, że pochodne h em atoporfiryn  o raz  F o to frin  
lokalizują się głównie wokół naczyń krwionośnych [64], Jest to zgodne 
z doniesieniam i o dużym powinowactwie niektórych porfiryn do kolagenu, 
elastyny i fibryny [65] oraz A1PcS4 i Fotofrinu  do miejsc występowania 
białek kolagenowych [22]; białka te i inne elementy łączące tkanki są 
pierwszym obiektem  ataku [66], D o regresji guza m oże przyczyniać się 
również odpowiedź im munologiczna, a w szczególności uw alnianie przez 
m akrofagi czynnika m artwicy nowotworów (TN F). Używając jako  układu 
m odelowego tkanek myszy stwierdzono, że jednoczesne podanie zrekom - 
binowanego ludzkiego T N F  i Fotofrinu  nasila skuteczność PD T  [67], Co 
więcej, fo to terapia nowotworów może prowadzić do miejscowych reakcji 
immunologicznych, m anifestujących się dużą ilością kom órek zapalnych: 
limfocytów, kom órek plazmatycznych i m akrofagów  [68],
Bezpośredni mechanizm fotodestrukcji
Uszkodzenia układu naczyniowego (włączając bezpośrednie zniszczenie 
kom órek śródbłonka) nie zawsze jest bezpośrednią przyczyną zniszczenia 
now otw oru. Wczesne doświadczenia wykazały, że pochodne hem atopor- 
firynowe preferencyjnie akum ulują się w tkankach  now otw orow ych zwie­
rząt oraz człowieka i pow odują ich nekrozę [69], O dpow iedź bezpośred­
nia zachodzi wtedy, gdy czas od iniekcji barw nika do naświetlenia jest 
dostatecznie długi i jeżeli użyte zostaną specjalne nośniki, np. L D L  lub 
liposom y, ułatwiające wniknięcie barw nika do kom órki [70], W ykazano 
inaktywację wielu istotnych dla życia kom órki enzymów, takich jak  np. 
enzymy m itochondrialne i transbłonow e (A 1 Paza i oksydaza cytochrom u 
c) [71, 72, 73]. N astępuje również zauw ażalny spadek poziom u A TP, 
jak o  bezpośrednia odpowiedź tkanki nowotworowej na  PD T, k tóry  jest 
najpraw dopodobniej spow odow any zachwianiem  funkcji m itochondriów
[74]. D ziałanie fotosensybilizatorów  jest uzależnione od lokalizacji barw ­
nika w kom órce i od typu kom orek nowotworowych. Co więcej, oba 
m echanizm y destrukcji now otw orów , pośredni i bezpośredni, zachodzą 
gdy barw nik jest umiejscowiony wewnątrz- i zew nątrzkom órkow o. W nie­
których przypadkach, gdy naświetlanie prowadzi się 4 godz. po podaniu  
barw nika, zachodzi właśnie ten typ fotodestrukcji [60], bowiem w tych 
w arunkach barw nik lokalizuje się jednocześnie na zewnątrz i wewnątrz
kom órki.
W ostatnich doniesieniach dowiedziono, że we wczesnych etapach PD T 
indukow ana jest apoptoza kom órek oraz stwierdzono udział jonów  wapnia 
w aktyw acji tego procesu [75, 76], Pozostało jednak  jeszcze wiele nie 
wyjaśnionych kwestii, takich jak  relacja pomiędzy apoptozą a obserw ow aną 
przy PD T cytotoksycznością, sposób wyzwalania apoptozy oraz pośrednie 
i bezpośrednie działanie PD T na kom órki nowotworow e in vivo.
T a b e l a  1
Lokalizacja fotosensybilizatorów  w kom órce i tkance now otw orow ej [77]
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D Z IA Ł A N IE  PD T  NA K RW INK Ę C Z ER W O N Ą
W 1987 r. C h o p p  i wsp. [78] stwierdzili, że PDT pow oduje destrukcję 
układu naczyniowego. Po podaniu  Fotofrinu  II i 30 m in ekspozycji na 
światło erytrocyty zbijały się w zw arte agregaty. Zaobserw ow ali oni, że 
uszkodzenie kom órek endotelialnych powodowało uw alnianie czynników 
krzepnięcia. Form ow anie skrzepu w naświetlanym miejscu nasilało ekspozycję 
erytrocytów  na światło, co prowadziło do uszkodzeń błony i wyzwolenia
procesu hemolizy. W efekcie osmolycznie napęczniałe erytrocyty zupełnie 
zatykały naczynia krwionośne.
Erytrocyty są bardzo wrażliwe na działanie fotosensybilizatorów . Stwier­
dzono, że ftalocyjaniny i hem atoporfiryny łączą się z błoną kom órkow ą 
erytrocytu pow odując lizę, jednak mechanizm działania tych dwóch sen- 
sybilizatorów jest inny.
O ba barwniki łączą się silnie z białkami osocza, jednak  hem atoporfiryny 
wydają się być wtedy bardziej efektywne niż ftalocyjaniny. W przypadku 
tych drugich następuje ham ow anie reakcji hemolizy [79],
Stwierdzono również, że w przypadku ftalocyjanin dużą rolę gra struk tura 
chemiczna barwnika, choć nic znaleziono żadnej korelacji pomiędzy rodzajem 
m etalu  w centrum  pierścienia, liczbą reszt kw asu siarkow ego i liczbą 
pierścieni benzenowych a zdolnością indukow ania reakcji hemolizy. W ydaje 
się, że kom binacja tych wszystkich param etrów  pozwala na przyłączenie się 
barw nika do swoistej tarczy (białka) na błonie erytrocytarnej i fotohem olizę 
[80]. Najskuteczniejszymi okazały się sulfonowane pochodne alum iniowe 
(A1PcS2). Poniew aż m ają ch arak ter amfifilowy, łatwiej penetru ją  błonę 
kom órkow ą i przemieszczają się pomiędzy różnymi kom ponentam i kom ór­
kowymi.
N a podstawie badań ultrastrukturalnych stwierdzono, że fotohem oliza 
jest poprzedzona pęcznieniem kom órki. Po działaniu barw nikam i ftalocyja- 
ninowymi erytrocyt zachowuje swój dwuwklęsły kształt nawet przy raptow nym  
zwiększeniu swoich rozm iarów  [81]. H em atoporfiryny pow odują natom iast 
transform ację dyskocytu do echinocytu z jednoczesnym zwiększeniem objętości 
kom órki [80]. Potwierdzają to  badania: hem ina (Fe-protoporfiryna) powoduje 
dysocjację związanych z błoną erytrocytarną białek cytoszkieletu [82], K ażde 
osłabienie cytoszkieletu błonowego w wyniku jego chemicznej m odyfikacji 
będzie prow adzić do zm ian dwuwklęsłego kształtu i zwiększać wrażliwość 
kwinek na hemolizę [83], W ydaje się więc praw dopodobne, że zm iany 
m orfologiczne fotosensybilizowanych przez hem atoporfiryny kom órek  są 
spow odow ane zm ianami w cytoszkielecie błonowym, zarów no w ciemności 
jak  i po ekspozycji na światło [84]. Zm iany zachodzące na skutek fotosen- 
sybilizacji przez ftalocyjaniny m ogą być spowodow ane raczej wnikaniem  
wody niż działaniem na cytoszkielet. Stwierdzono, że fotohem olizie nie 
towarzyszy peroksydacja lipidów; analiza rozdziału białek błonowych na 
żelu poliakryloam idowym  ukazała zniknięcie kilku pasm, w tym białka
o masie 14 kD a, m onom erów  spektryny (220-260 kD a) i białek pasm a 3 
(110-120 kD a) z jednoczesnym pojawieniem się białka o m asie 28 kD a 
w miejsce tropom iozyny, które mogło powstać na skutek wiązań krzyżowych 
pomiędzy różnymi białkam i błonowymi [85].
Fotohem oliza jest zazwyczaj uważana za proces o podłożu koloidalno- 
-osm otycznym , przejaw iający się u tra tą  selektywnej przepuszczalności,
uszkodzonej na skutek PDT, błony. Rozpuszczone w wodzie jony, do tej pory 
rozpoznaw ane i skutecznie zatrzym ywane przez błonę, zaczynają wnikać do 
wnętrza, a wraz z nimi -  woda. W wyniku tego następuje pęcznienie komórki, 
a w końcu jej zniszczenie, czyli liza. Taki proces jest najwyraźniej kontrolow a­
ny prawami dyfuzji i osmozy i powinien mieć jedną wartość energii aktywacji 
(Ea), a wykres A rrheniusa -  charakter liniowy. Fotohem oliza indukow ana 
przez ftalocyjaniny (AIPcS) nie jest jedynie prostą utratą selektywnej przepusz­
czalności błony plazmatycznej; jest procesem bardziej skomplikowanym. Dow o­
dem  na to  są: brak linearności wykresu A rrheniusa i silne działanie kationów  
zewnątrzkomórkowych na poprzedzającą hemolizę szybkość zmian rozmiarów 
komórki. Wykreślony na podstawie danych doświadczalnych wykres A rrheniu­
sa jest krzywą, co znaczy, że proces fotohemolizy musi być w tym przypadku 
wieloetapowy [86],
K ationy obecne w medium m ają duży wpływ na szybkość hemolizy. 
Szybkość ta  wzrasta w porządku: Li + , N a +, K  + , C s+, Rb + , jeżeli zaś 
chodzi o halogenki, to: F “ , C l“ , B r“ , C l"  i B r-  zachowują się w sposób, 
jak  tego oczekiwano ze względu na ich rozm iar i B r“ jest najbardziej 
aktywny w indukcji reakcji hemolizy. Z aproponow ano dwa wyjaśnienia tego 
zjawiska: możliwość pow staw ania porów w błonie o średnicy ok. 0,5-0,7 nm 
i otwieranie kanałów  jonowych. Ładunek jonów  m oże być przeszkodą 
w transporcie przez kanały. W raz ze wzrostem rozm iaru jo n u  zmniejsza się 
gęstość ładunku na jego powierzchni, a tym samym nasila się jego transport. 
D rugi mechanizm  wydaje się bardziej pasować do m odelu reakcji wielo­
etapow ej, wynikający z nieliniowego wykresu Arrheniusa.
Najmniejszy halogenek F~ wykazuje zadziwiające działanie. W roztworach 
izotonicznych ham uje reakcję hemolizy przeszło dw ukrotnie w stosunku do 
jonów  C l“ , i to już przy bardzo m ałych stężeniach (<  1 m M ). Zm niejsza 
również praw dopodobieństw o pow staw ania wiązań krzyżowych pomiędzy 
strukturalnym i białkam i błonowymi. Efekt ten był częściowo znoszony, jeśli 
fluorki były dodaw ane po naświetleniu.
Również dodanie przed naświetlaniem deoksyglukozy, inhibitora glikolizy, 
procesu, który jest głównym źródłem A TP dla erytrocytów, nasila hemolizę 
i redukuje kom órkowy poziom A TP o ok. 50% w porównaniu z erytrocytam i 
kontrolnym i zawierającymi glukozę. Sugeruje to , że glikoliza i A T P są 
istotnym i czynnikami zapobiegającymi hemolizie [87].
Szybkość fotohem olizy erytrocytów  ludzkich zwiększa się po dodaniu  
askorbinianu. Chociaż askorbinian jest biologicznym antyoksydantem, w obec­
ności m etali inicjujących reakcje redoks, takich jak  żelazo, działa jako  
prooksydant. Po dodaniu  do zawiesiny erytrocytów  FeC l3 i askorbinianu 
reakcja hemolizy przebiega 4-krotnie szybciej niż z samym sensybilizatorem . 
Również w obecności samego askorbinianu, bez udziału żelaza, reakcja 
hemolizy zachodzi dw ukrotnie szybciej. Szybkość hemolizy i stężenie askor-
binianu w zakresie 0-1 mM były bezpośrednio skorelow ane, co sugeruje, 
źe askorbinian jest reagentem , nie katalizatorem . Wyższe stężenia (1-2 m M ) 
miały tylko m arginalny wpływ na szybkość reakcji. W zmocnienie efektu 
obserwowano jedynie wtedy, gdy askorbinian był obecny podczas naświetlania; 
jego dodanie do zawiesiny kom órek bezpośrednio po naświetleniu było 
nieefektywne. Proces ten również wymaga obecności tlenu -  test z azydkiem 
i D 20  wykazał udział tlenu singlctowego, chociaż w mniejszym stopniu niż 
przy braku askorbinianu. Z  kinetyki reakcji wywnioskowano zachodzenie 
jednocześnie dwóch typów reakcji: pomiędzy wzbudzonym sensybilizatorem 
a askorbinianem  i za pośrednictwem tlenu singlctowego [88],
W zrastająca w ostatnich latach groźba zarażenia chorobam i bakteryjnymi 
i wirusowymi, jak  wirusem żółtaczki zakaźnej typu B i C  oraz HIV podczas 
przetaczania krwi, skłoniła do poszukiwania nowych efektywnych m etod 
sterylizacji preparatów  krw iopochodnych. Przez ostatnie 7 lat w prow adzono 
wiele m etod inaktywacji lub usuwania wirusów z erytrocytów i kom ponentów  
krwi. Najbardziej obiecujące wydaje się użycie ftalocyjanin aluminiowych 
i ich sulfonowanych pochodnych. Niestety ftalocyjaniny uszkadzają erytrocyty. 
D latego prow adzone są intensywne badania nad specyficznymi wygaszaczami, 
nie zmieniającymi fotodynam icznych właściwości barw nika, lecz chroniącym i 
erytrocyty przed zniszczeniem. Jednym  z takich związków jest kw ercetyna 
(rys. 4).
OH
Rys. 4. K w ercetyna
Flawonoidy, do których należy kwercetyna, są nietoksycznymi naturalnymi 
polifenolam i szeroko w ystępującym i w tk an k ach  roślin  naczyniow ych. 
Stw ierdzono, że kwercetyna ham uje reakcje w olnorodnikow e, ponieważ jej 
struk tura m olekularna posiada cechy niezbędne do funkcjonow ania w charak­
terze antyoksydanta, akceptora wolnych rodników i czynnika kompleksującego 
metale. Jest również zmiataczem rodnika ponad tlenkowego i hydroksylowego, 
inhibitorem  indukowanej przez żelazo peroksydacji lipidów w m ikrosom ach 
w ątroby szczura w niskich m ikrom olarnych stężeniach. Jednakże w wyższych
stężeniach działa jak o  p rooksydant i przyśpiesza generow anie rodn ika 
hydroksylowego z nadtlenku w odoru w obecności F e3+ -  ED T A  (kwasu 
etylenodiam inoczterooctowego). U e n - l l u r  i wsp. [81] stwierdzili, że kwer- 
cetyna inhibuje reakcje typu I i II i wykazuje działanie ochronne wobec 
erytrocytów  człowieka, co m ożna tłum aczyć zdolnością do  ham ow ania 
reakcji sieciowania białek błonowych.
Działanie fenoli jako  antyoksydantów  tłumaczy się zm iataniem  rodników  
tlenow ych biorących udział w procesie propagacji i jednoczesnym  fo r­
mowaniem  utlenionych fenoli. Jeśli odpowiedni związek redukujący jest 
obecny w środowisku, może on reagować z utlenionym substratem  i rege­
nerować fenole, dzięki czemu nadal m ogą działać jak o  antyoksydanty. 
Rzeczywiście, flaw onoidy m ogą wchodzić w interakcję z kwasem askor­
binowym , który m oże redukow ać utlenioną kwercetynę, k tó ra  odzyskuje 
swoje właściwości antyoksydacyjne. Również w przypadku fotosensybilizacji 
indukowanej przez protoporfiryny, antyoksydacyjne działanie kwercetyny 
jest stym ulow ane przez kwas askorbinow y, nawet jeśli askorbinian występuje 
w stężeniach, w jakich działa już jako  prooksydant.
Kw ercetyna może również ham ow ać reakcje, w których uczestniczy tlen 
singletowy, takie jak  fotoliza krocyny pod wpływem różu bengalskiego. 
K w ercetyna jest również u tlen iana na skutek reakcji fotosensybilizacji 
indukow anych przez protoporfiryny; reakcja ta  jest inhibow ana przez N a N 3 
pod w arunkiem , że użyty jest w stężeniach, w których funkcjonuje jako  
wygaszacz tlenu singletowego, lecz nie stanu trypletowego fotouczulacza. 
U w aża się, że produkty  reakcji kwercetyny z tlenem singletowym, powstające 
w obecności różu bengalskiego, to  efekt dodania tlenu do 2,3 podwójnego 
wiązania pierścienia enolowego, co następuje po ich przemieszczeniu. O chrona 
erytrocytów  przed fotohem olizą może sprowadzać się do kom  petycyjnego 
zm iatania tlenu singletowego [85].
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PH O T O D Y N A M IC  TH E R A PY
T his article describes the term  o f  photodynam ic therapy, a  relatively new way o f  cancer 
treatm ent and gives the rewiev o i  the com m only used photosensitizers, expecially the ph tha- 
locyanines and their way of action. The last p a rt is devoted to  the action o f PD T on  hum an 
erythrocytes.
